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Haaranalyse 



Gebiet d^r Erf indung 

Diese Erf indung betrifft ein verbessertes analytisches Ver- 
fahren, das das verhaltnismafiig achnelle Aufschliefcen und 
die direkte Analyse von organischen Analyten bewirkt, wie 
z.B. gesetzwidriger Drogen, die im Haar oder anderen kera- 
tinisierten Strukturen, wie z.B. in Fingemageln und Zehen- 
nageln vorliegen, ohne die Struktur des Analyten zu beein- 
flussen oder nachteilige Auswirkungen auf biologische Ana- 
lytsonden wie z. B. Antikorper- RNA/DNA- und Biorezeptor- 
sonden zu haben. Der Analyt kann direkt durch Zugabe der 
Analytprobe direkt zu der den aufgeschlossenen Analyten 
enthaltenden L6sung analysiert werden, urn sowohl die Iden- 
titat des Analyten als auch die Menge und die Zeitspanne 
seiner Konsumierung durch eine Person zu bestimmen. 



Hintercrrund der Erf indung 

In der Vergangenheit wurden Haaranalysetechniken zum Detek- 
tieren von Spurenmetallen entwickelt, die Aufschliisse uber 
den Ernahrungszustand einer Person lief em sollten. Ein 
Einwand gegen die Verwendung dieser Techniken besteht in 
der Schwierigkeit, zwischen Spurenmetallen, die im Haar aus 
dem Blutstrom abgelagert wurden, und Metallen, die sich im 



Haar durch auSeren Kontakt mit beispielsweise Wasser und 
kosmetischen Mitteln abgelagert haben, zu unterscheiden. 
Folglich werden diese Techniken von der medizinischen Fach- 
welt nicht als brauchbar 2um Diagnostizieren von Ernah- 
rungsproblemen angesehen und wurden daher nicht als ausrei- 
chend genau zum Bestimmen der Menge eines durch eine Person 
konsumierten bestimmten Spurenmetalls angesehen. 

Die bei fruheren Haaranalysetechniken auftretenden Probleme 
fuhrten dazu, daS man sich auf Urin- und Blutanalysetechni- 
ken zum Detektieren von auf dem Weg der Nahrungsauf nahme 
von einer Person eingenommenen Chemikalien, wie zum Bei- 
spiel gesetzwidrigen Drogen, Medikamenten und giftigen Che- 
mikalien, verlaSt. Von diesen Techniken ist jedoch auch be- 
kannt, da£ sie insofern Nachteile aufweisen, als die Dauer 
und Intensitat der Verwendung oder des Ausgesetztseins 
nicht sicher bestimmt werden kann. Urin- und Blutanalysen 
konnen bestenfalls kurzfristige Angaben hinsichtlich auf 
dem Wege der Nahrungsauf nahme eingenommener Drogen oder 
Chemikalien, wie gesetzwidriger Drogen, liefern. Daruber- 
hinaus gibt es weiter Probleme bei der Interpretation sol- 
cher Ergebnisse. Die Detektion einer kleinen Menge einer 
durch Nahrungsaufnahme eingenommenen Chemikalie im Urin 
konnte bedeuten, dafi eine Person eine kleinere Menge der 
Droge oder Chemikalie vor sehr kurzer Zeit oder eine 
groSere Menge vor mehreren Tagen durch Nahrungsaufnahme zu 
sich genommen hat. Daher kann chronischer Drogengebrauch 
ohne wiedeTEolte Untersuchungen durch diese Verfahren nicht 
bestimmt werden. 

In Reaktion auf die Probleme des Schaffens eines verlaSli- 
chen und genauen Verfahrens, das sowohl die Dauer als auch 
die Intensitat der Verwendung gesetzwidriger Drogen, Medi- 
kamente, gif tiger Chemikalien etc. messen wiirde, wurde in 
Arbeiten von Dr. Werner A. Baumgartner, wie in "Radioimmu- 
noassay of Hair for Determining Opiate Abuse Histories", J. 



Nucl Med 20:749-752 (1979) festgestellt, dafi langfristige 
Angaben uber das Ausgesetztsein zu Drogen durch die Analyse 
von Saugetierkorperhaaren erhalten werden konnen, da diese 
Substanzen innerhalb individueller Haarfasem wahrend ihrer 
Synthese "gefangen" werden. In dieser Hinsicht hat sich ge- 
zeigt, daS Haar wie ein Cassettenrecorder wirken kann, d. 
h. Chronologie der zuriickliegenden Belastungen kann durch 
Schnittanalyse von Haarproben ausgewertet werden. Es wurde 
festgestellt, daS Heroin, wenn es eintnal im Blutstrora ant- 
halt en ist, seinen seinen Weg ins Haarbei dessen Synthese 
f indet . 

So wurde in dieser Untersuchung entdeckt und durch nachfol - 
gende Untersuchungen bestatigt, daS eine Anzahl von Chemi- 
kalien, so wie gesetzwidrige Drogen, Medikamente , giftige 
Chemikalien etc., im folgenden gemeinsatn als -Analyt" be- 
zeichnet, durch Haar bei dessen Synthese eingefangen werden 
und daS diese Substanzen im wesentlichen fur die-Dauer des 
Bestehens des Haars im Haar -eingeschlossen" sind. Dies 
wurde sowohl fur Kopf- und Korperhaar, als auch fur andere 
keratinisierte Strukturen wie Fingernagel als zutreffend 
befunden. Suzuki et al. . Forensic Sci. International, 24:9- 
16, 1984. Diese eingelagerten Substanzen konnen aus dem 
Haar nicht ausgewaschen werden und werden nur bei vollstan- 
diger Zerstfirung der Haarfaser freigegeben. 

Zu den bekannten Verfahren zum Extrahieren eines Analyten 
aus Haar gehorte es, das Haar heiSen Methanoll6sungen aus- 
zusetzen (Baumgartner et al., J. Nucl Med 20, 748, 1979) 
Oder Haar uber Nacht in einem Alkali- oder Sauremedium zu 
inkubieren. B ^^ P . at al.. Clinical Chemistry, 1952, 
Bd. 27, Nr. 11, 1981. Fruhere Verfahren schlieSen auch die 
Verwendung eines Morsers und StdSels zum Freigeben des ein- 
geschlossenen Analyten in Verbindung mit einem Losungsmit - 
tel ein. 



Die Losungsmittel-Extraktionsverfahren leiden jedoch unter 
mehreren Problemen beim genauen Bestimmen des Vorliegens 
und der Menge eines auf dem Weg der Nahrungsauf nahme einge- 
nommenen Analyts. Eines dieser Probleme besteht darin, date 
die Losungsmittel-Extraktionsverfahren oft nur einen klei- 
nen, unbekannten und veranderlichen Teil des gesamten in 
der Haarprobe vorliegenden Analyten entfernen. Solche Ver- 
fahren neigen auch dazu, zeitaufwendig zu sein und benoti- 
gen allgemein erhohte Temper aturen, die den Analyten be- 
schadigen konnen. Ein weiterer Nachteil besteht darin, da£ 
verschiedene Analyten zur Extraktion unterschiedliche L6- 
sungsmittel benotigen. Zum Beispiel mug eine Morphium, Phe- 
nylcyclidin ("PCP"), Kokain und Marihuana enthaltende Haar- 
probe nacheinander mit mehreren verschiedenen Losungsmit- 
teln extrahiert werden, was ein sehr zeitaufwendiges Ver- 
fahren darstellt, insbesondere da die Losungsmittel ver- 
dampft werden miissen, bevor die Analyse durchgefiihrt werden 
kann. Andere Verfahren und Untersuchungen, die die Zerset- 
zung von Haar und Haaranalyse betreffen, umfassen: 

0. Suzuki, et al . , offenbart in einer Verof f entlichung von 
Elsevier Scientific Publishers Ireland Ltd. ein Verfahren 
zum Detektieren von Methamphetamin und Amphetamin in Fin- 
gernagelabschnitten oder Haar, bei dem die Substanz zuerst 
in einer Mischung aus Methanol und Wasser gewaschen und in 
Natriunthydroxid aufgelost wurde, gefolgt von der Analyse 
der extrahierten Droge . 

A. W. Holmes offenbart im Textile Research Journal, 706- 
712, August 1964, die Zersetzung von menschlichem Haar 
durch Papain unter Verwendung von Natriumsulf it als En- 
zymaktivator • 

Anette M. Baumaartner, et al. . offenbart im Journal of 
Nuclear Medicine, 20:748-752, 1979, die Extraktion von Mor- 
phium und Heroin aus Haar durch Pulverisieren von Haar mit 



einem Morser und StoSel gefolgt von einer Behandlung mit 
Methanol . 

D. Valente, et al. , offenbart in Clinical Chemistry, 
Vol. 27, Nr. 11, 1981 sowohl Dr. Baumgartner 1 s Verfahren 
einer Behandlung von Haar mit heiSem Methanol, urn die Ex- 
traktion von gesetzwidrigen Drogen zu bewirken, als auch 
das Verfahren des Autors, bei dem Morphium in einem Saure- 
oder Alkalimedium extrahiert wird. 

A. M . BauTnaartner. et al . , offenbart im Journal of Forensic 
Sciences, S. 576-81, Juli 1981, die Extraktion von PCP mit 
Morser und StoSel gefolgt von einer Behandlung mit Metha- 
nol. Das extrahierte PCP wurde anschlieSend durch RIA ana- 
lysiert . 

Smith et al. , offenbart im Journal of Forensic Sciences, 
Bd. 26, Nr. 3, Juli 1981, S. 582-586 das Untersuchen von 
Haar hinsichtlich des Vorliegens von Phenobarbitol, wobei 
ein einzelnes Kopfhaar gewaschen, getrocknet, in 2 mm Lan- 
gen geschnitten wurde und 0,2 ml 0,1%-tiger SDS (sodium do- 
decyl sulfate - Natriumlaurylsulf at) /Kochsalzlosung hin- 
zugegeben wurde und eine Probe durch Radioimmunassay (RIA) 
untersucht wurde. 

W. A. Baumaar tner , Black, et al . , offenbart in J. Nucl Med 
23: 790-892, 1982, die Extraktion von Kokain aus Haarproben 
durch Ref luxieren der Haarproben in Ethanol gefolgt von 
RIA-Analyse. 

ishivama, et al . , offenbart im Journal of Forensic Scien- 
ces, Bd. 28 Nr. 2, April 1983, S. 380-385 ein Verfahren, 
durch das Haar von Methamthetamin-Abhangigen durch Verwen- 
dung von 1,5 N Salzsaure bei einem pH-Wert zwischen 1 und 2 
aufgelost wurde, gefolgt von Analyse unter Verwendung eines 
Gaschromatographs und Massenspektrometrie . 



K. Puschel, et al. , offenbart in Forensic Science Interna- 
tional, 21 (1983) 181-186, das Auflosen von Haarproben, in- 
dem dieselben Natriumhydroxid und Warme ausgesetzt werden, 
gefolgt durch Analyse hinsichtlich des Vorliegens von Mor- 
phium durch RIA. 

0. Suzuki, et al . , offenbart im Journal of Forensic Scien- 
ces, Bd. 29, Nr. 2, April 1984, S. 611-617 die Detektion 
von Methamphetamin und Amphetamin in einem einzelnen men- 
schlichen Haar durch Gaschromatographie und chemische Ioni- 
sations-Massenspektrometrie. Die Haarprobe wurde zuerst in 
einer Natriumhydroxidlosung aufgelost, zu der N-Methylben- 
zylamin hinzugegeben wurde. 

N. J. Halev et al. , offenbart in Clin. Chem. 31/10, 1598- 
1600 (1985), die Analyse von Haar hinsichtlich Nikotin und 
Cotinin, bei der gewaschene Haarproben in einer Gelatin, 
Natriumchlorid, Tris und EDTA enthaltenden Pufferlosung 
aufgelost und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt wurden. 
Die Proben wurden anschlieEend durch Radioimmunassay analy- 
siert . 

Sramek, Baumaartner, et al. , offenbart in A.M.J. Psychiatry 
142:8, August 1985, die Analyse von Haarproben psychiatri- 
scher Patienten mit Methanolextraktion und Radioimmunassay . 

Baumaartner, et al. , offenbart in Clinical Nuclear Medi- 
cine, Bd. 10, September 1985, die Vorziige des Extrahierens 
von eingeschlossenen gesetzwidrigen Drogen aus Haar gefolgt 
von RIA-Analyse. 

Gill, et al. , offenbart in Nature, Bd. 318, S. 577 (1985) 
die Verwendung einer SDS/Proteinase-K/Dithiothreitol-Mi- 
schung zum Extrahieren von DNA aus Vollblut, Vollsamen, Va- 
ginalf lussigkeit, Haarwurzeln, Blutflecken und Samenflek- 
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ken. In dem Artikel wird festgestellt, daS "keine DNA aus 
Haarstielen isoliert werden konne". 



Smith et al . , offenbart in J. Forensic Sci. 1986, 31 (4), 
1269-73, die Detektion von Kokain in SchweiS, Menstruati- 
onsblutf lecken und Haar unter Verwendung von RIA. 

M . Maraio, et al. , offenbart in "Determination of Morphine 
and other Opioids in the Hair of Heroin Addicts by HPLC and 
MS /MS " bei der International Konferenz, Universitat von 
Verona, Juni 25-26, 1986, verschiedene Verfahren zum Unter- 
suchen von Morphium aus Haarproben. 

M. Maraio. et al . , offenbart im Journal of Analytical Toxi- 
cology, Bd. 10, Juli/August 1986, ein Verfahren zur quanti- 
tativen Bestimmung von in dem Haar von Heroinabhangigen 
enthaltenem Morphium mittels Warme-Saurehydrolyse , Vorsau- 
len-Dansyl-Derivatisierung, Reinphasen-Flussigkeitschroma- 
tographie und Fluoreszenzdetektion. 

fimif.h. et al, , offenbart im Journal of Forensic Sciences, 
Bd. 31, Nr. 4, Oktober 1986, S. 1269-1273, ein Verfahren 
zur Analyse von Haar hinsichtlich des Vorliegens von Dro- 
gen, bei dem Haarproben zuerst gewaschen, in kleine Seg- 
mente geschnitten, sechs Minuten lang mechanisch pulveri- 
siert, in Ethanol refluxiert wurden und die Proben durch 
Verwendung von Radioimmunassay analysiert wurden. 

Nk Michalodinitrakis , Med. Sci. Law (1987), Bd. 27, Nr. 1, 
offenbart die Detektion von Kokain in Ratten aus der Ana- 
lyse von Haarproben, die aufgelost wurden, indem sie 
1,5 N HCL ausgesetzt wurden, was den pH-Wert auf 1-2 
brachte, gefolgt von der Inkubation mit 0,01 N HCL bei 37°C 
fiir eine Stunde. 
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Pelli, et al. offenbart in Biomedical and Environmental 
Mass Spectrometry, Bd. 14, 63-68 (1987), ein Verfahren zur 
Identif izierung von Morphium im Haar von Heroinabhangigen, 
bei der Haar mit Diethylether und Salzsaure behandelt wird, 
gefolgt von der Aufldsung des getrockneten Extrakts in Me- 
thanol . 

Hiauchi et al. , offenbart in Nature , Bd. 332, S. 543 (1988) 
ein Verfahren zum Auflosen von Haar bei einem pH-Wert von 8 
durch die Wirkung von Dithiothreitol, Proteinase K und 2%- 
tigen Natriumlaurylsulf at , urn DNA aus dem Abbau durch ein 
komplexes chemisches Extraktionsverf ahren zu extrahieren. 

Ferner ist auf bestehende Patente hinzuweisen, z.B. US-Pa- 
tente Nr. 3,986,926, 3,966,551, 3,939,040 und 3,632,950, 
die Enthaarungsmittel zum Gerben von Tierhauten betreffen 
und die Verwendung bestimmter Enzyme, u.a. Papain, in dem 
Enthaarungsprozess offenbaren. 

Diese und andere bekannte Verfahren haben sich jedoch aus 
den oben aufgefuhrten Grunden und/oder deshalb als nach- 
teilhaft herausgestellt , da sie die Analytsonden (z. B. An- 
tikorper) biologischer analytischer Verfahren zersetzen, 
wodurch die Verwendung solcher hoch empf indlicher analyti- 
schen Techniken nicht moglich ist. 

Es besteht daher ein Bedarf an einem Analyt-Detektionsver- 
f ahren, das schnell und vollstandig einen bestimmten Analy- 
ten aus keratinisierten Strukturen des Korpers wie Haar, 
Fingernageln, Zehennageln und Haut einer Person auf- 
schlieEen kann und das eine direkte Analyse der Identitat 
des Analyten und der Verwendungsdauer des Analyten in einer 
Person oder des Ausgesetztseins einer Person zu demselben 
ermoglicht, ohne den betreffenden Analyten und/oder eine 
Analytsonde von biologisch analytischen Verfahren zu zer- 
s tor en. 
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Zusammenf assuna der Erfindung 



Bine Aufgabe der Erfindung besteht in der Schaffung eines 
Verfahrens zur Detektion von Drogen und chemische Substan- 
zen. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht in der Schaffung 
eines Verfahrens zur Haaranalyse auf Drogen und chemische 
Substanzen. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht in der Schaffung 
eines verlaElichen Verfahrens zum AufschlieSen und direkten 
Analysieren der Identitat von Analyten in Kopf- und Korper- 
haar und anderen keratinisierten Strukturen des Korpers 
und, wo anwendbar, zum Bestimmen der Dauer und der Menge 
der Belastung einer Person mit dem Analyten. 

Noch eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht in der 
Schaffung eines Haaranalyseverf ahrens, das einen Analyten 
aus dem Innenkern von Haar aufschlieSt, ohne den Analyten 
zu beschadigen; 

Noch eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht in der 
Schaffung eines Verfahrens zum verlaSlichen Haarauf- 
schlieEen und zur direkten Analytdetektion, das wirkungs- 
voll den Gebrauch hochgenauer biologischer analytischer 
Verfahrens zulaSt ; 

Noch eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht in der 
Schaffung eines verlaSlichen Haaranalyseverf ahrens, das in 
einer wesentlich kurzeren Zeitspanne als bekannte Haarana- 
lyseverf ahren durchgefuhrt werden kann. 

Diese und andere Aufgaben werden durch ein neues Verfahren 
zur Analyse keratinisierter Strukturen gelost, das umf aSt : 



Herstellen einer Mischung, die eine Verbindung mit niedri- 
gem Redoxpotential wie Dithiothreitol (DTT) oder Dithioery- 
thritol (DTE) , ein fur das Auf losen von keratinisierten 
Strukturen geeignetes Enzym und eine Probe einer keratini- 
sierten Struktur enthalt; Aktivierenlassen der keratini- 
sierten Struktur und/oder dss Enzyms durch das DTT oder 
DTE/ mindestens weitgehendes Auflosen der Probe der kerati- 
nisierten Struktur durch das Enzym, urn eine Keratinabbaulo- 
sung zu bilden; und Analysieren eines Teils der Keratinab- 
baulosung, urn die Identitat und Menge des Analyten, wenn 
vorhanden, in der keratinisierten Strukturprobe zu detek- 
tieren . 

Die bevorzugte keratinisierte Struktur ist Haar. Das Enzym 
kann aus der aus Peptidase, Endopeptidase und Protease be- 
stehenden Gruppe ausgewahlt werden und ist vorzugsweise Pa- 
pain, Chymopapain oder Proteinase K. Zur Beschleunigung des 
analytischen Prozesses kann Kupf er (II) -sulf at- oder 
Natriumarsenit (NaAs0 2 ) zu der Abbauldsung hinzugegeben 
werden, urn storendes uberschussiges Dithiothreitol oder 
Dithioerythritol in der Mischung zu deaktivieren. Vorzugs- 
weise wird die Analyse des aufgeschlossenen Analyten durch 
ein biologisches analytisches Verfahren wie ein Immunassay 
durchgefuhrt . 

Ausfuhrliche Beschreibung der Erfinduna 

In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erf indung wird ein 
Verfahren geschaffen, das das schnelle und vollstandige 
AufschlieEen eines bestimmten Analyten aus Kopf- oder Kor- 
perhaar oder anderen keratinisierten Strukturen einer Per- 
son zulaSt, die vorher dem Analyten ausgesetzt war, z.B. 
den Analyten auf dem Wege der Nahrungsaufnahme zu sich ge- 
nommen hat, gefolgt von der Identif izierung des Analyten 
durch bekannte analytische biologische Untersuchungen, wie 
die schnellen und sehr empf indlichen Immunassays . Das Auf- 



schlieSen des Analyten aus dem Inneren von Haar wird durch- 
gefuhrt, ohne weder den in der organischen Matrix der zu 
analysierenden Haarfaser eingeschlossenen Analyten zu be- 
schadigen, noch eine anschlieSend verwendete Sonde (z. B. 
Antikorper) eines biologischen analytischen Verfahrens zu 
beeinf lussen. Das erf indungsgemaSe Haaranalyseverf ahren er- 
moglicht weiter die Detektion der Chronologie des zuriick- 
liegenden Drogengebrauchs einer Person uber langere Zeit- 
spannen, ohne wiederholte Untersuchungen durchfuhren zu 
nuissen, wie es bei herkommlichen Analytdetektionsverf ahren 
erforderlich ist, bei denen der Gehalt des Analyten in 
Blut- oder Urinproben gemessen wird. 

Im einzelnen umfaSt die Erfindung den schnellen enzymati- 
schen Abbau der Proteine, die Proben von Haar und anderen 
keratinisierten Strukturen bilden, gefolgt von der wirksa- 
men Deaktivierung des Enzyms und des verbundenen Enzym- 
/Substrataktivators (DTT und DTE) . Der resultierende aufge- 
schlossene Analyt in der Haarabbaulosung kann anschlieSend 
durch bekannte biologische analyt ische Untersuchungen, vor- 
zugsweise durch sehr empf indliche, auf Proteinen basierende 
analytische Techniken, wie Immunassay, analysiert werden. 
Es wurde f estgestellt , daS die Menge des im Haar einge- 
schlossenen Analyten direkt proportional zu der Menge des 
auf dem Weg der Nahrungsaufnahme eingenommenen Analyten 
ist . 

In Ubereinstimmung mit der Erfindung wird eine Probe einer 
keratinisierten Struktur, z.B. Haar, zuerst einer Person 
entnommen, die unter dem Verdacht steht, einem bestimmten 
Analyten ausgesetzt gewesen zu sein oder denselben auf dem 
Weg der Nahrungsaufnahme eingenommen zu haben. Vorzugsweise 
wird die Haarprobe zuerst durch bekannte Verfahren gewa- 
schen, um jeglichen Analyt oder jegliche andere Droge oder 
Chemikalie zu entfernen, die auf der Oberflache des Haars 
eher durch auSeren Kontakt als durch tatsachliche Konsumie- 



rung aufgebracht worden sein kann. Die Haarprobe wird dann 
mit bestimmten Enzymen zusammen mit einem bestimmten Enzym- 
/Substrataktivator so behandelt, da£ die vollstandige oder 
beinahe vollstandige Auflosung der organischen Matrix der 
Haarfaser, bekannt als Keratin, bewirkt wird. Der betref- 
fende Analyt, der innerhalb der organischen Matrix des Haar 
"eingef angen" ist, wird anschliefiend in eine Losung freige- 
setzt, oder selbst wenn der Analyt proteingebunden ist, ist 
er dem in auf Proteinen basierenden analytischen Verfahren 
verwendeten Antikorper zuganglich. Urn das erf indungsgemaSe 
Verfahren vollstandig und genau durchzufuhren, ist eine 
vollstandige Auflosung der keratinisierten Struktur er- 
wunscht . 

Die fur die Auflosung der Haarproben bevorzugten Enzyme 
sind diejenigen aus den Enzymklassen Peptidase, Endopepti- 
dase und Protease. Am aktivsten und daher zur Verwendung in 
der Erfindung bevorzugt, sind die Enzyme Papain, Chymopa- 
pain und Proteinase K. 

Es wurde f estgestellt , da£ eine Anzahl anderer Proteasen 
bei niedrigen pH-Werten (z. B. pH 7-9) in dem erfindungs- 
gemaSen Verfahren wirksam sind, namlich Typ IV (bakteriell, 
von Streptomyces caespitosus) , Typ VIII (von Bacillus sub- 
tilis) , Typ XI (Proteinase K, aus fungus, von Tirtirachium 
album), Typ XIV (Pronase, von Streptomyces griseus) , Typ 
XVI (von Bacillus subtilis) , Typ XVIII (Newlase, von Rhizo- 
pus Spezies) , Typ XIX (von Aspergillus sojae) , Typ XXI (von 
Streptomyces griseus) , Typ XXIV (bakteriell) , Typ XXVII 
(Nagarase) , Typ III (Prolase) , Typ X (thermophile bakteri- 
elle Protease, Thermolysin) ; und Typ XXIII (von Aspergillus 
Oryzae) . 

Wie oben f estgestellt , umfassen bestimmte, im Stand der 
Technik bekannte Verfahren die Verwendung von Papain als 
ein Enthaarungsmittel. Diese Enthaarungsverf ahren entfernen 
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Haar von Fellen und Haut durch ausreichendes Erweichen der- 
selben, urn so seine leichte Entfernung durch Abschaben oder 
andere mechanische Mittel zu ermoglichen, und verwenden 
preisgiinstige und weniger wirksame Sulfhydryl-Enzyrn- und 
Substrataktivatoren wie beispielsweise Thioglycolsaure oder 
Zystein. Daher zersetzen diese Verfahren das Haar nur. teil- 
weise und sorgen nicht fur eine vollstandige chemische Auf- 
losung des Haars. Bin blofies Aufweichen des Haars ware in 
einem Verfahren zur Analyse von Haar zum Detektieren eines 
Analyten nicht geeignet, da nur eine vollstandige oder 
beinahe vollstandige Auflosung von Haar geeignet ist, urn 
eine vollstandige Freigabe eines "eingef angenen" Analyten 
zu erhalten. Dartiberhinaus sind die in diesen Enthaarungs- 
verfahren verwendeten Sulfhydryl-Enzymaktivatoren weiter 
fur bestimmte biologische Analytsonden, wie Antikorper, 
schadlich. 

Im Gegensatz zu diesen Enthaarungsverf ahren verwendet das 
erf indungsgemaSe Verfahren Dithiothreitol ("DTT", oder 2,3- 
Dihydroxybutan-1, 4-Dithiol) oder sein Isomer Dithioerythri- 
tol ("DTE" oder 2 , 3-Dihydroxybutan-l , 4 -Dithiol) als das das 
Substrat und Sulfhydryl-Enzym aktivierende Mittel. Uberra- 
schenderweise wurde f estgestellt , da£ DTT und DTE ein hoch 
aktives Enzym erzeugen, das Haar innerhalb einer verhalt- 
nismaSig kurzen Zeitspanne, z. B . etwa drei Stunden, auflo- 
sen kann, was zur Freisetzung des Analyten in die 
Haarabbaulosung fuhrt. Es wurde f estgestellt , daS diese 
hohe Aktlvitat des Enzyms zumindest teilweise auf der Akti- 
vierung des Substrata mit keratinisierter Struktur selbst 
durch DTT und DTE beruht, vermutlich durch die Wirkung von 
DTT und DTE beim Offnen von Disulf itbindungen in der kera- 
tinisierten Struktur, was den enzymatischen Angriff verein- 
f acht . 

Nachdem das Protein der keratinisierten Struktur vollstan- 
dig oder zumindest im wesentlichen aufgelost worden ist, 
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wodurch der Analyt in die Losungsmischung freigegeben wur- 
de, wurde es als notwendig erkannt, das Enzym und die En- 
zym-/Substrataktivatoren zu deaktivieren, urn den Analyt 
biologischen analyt ischen Sonden, wie Antikorpern, auszu- 
setzen, da die Enzyme und Enzym- /Substrataktivatoren, wie 
oben f estgestellt, die strukturelle Integritat von an dem 
analyt ischen Verfahren beteiligten Proteinsubstanzen beein- 
trachtigen konnen. 

Die Aufgabe, die Sulfhydryl-abhangigen Enzyme wie Papain zu 
deaktivieren, hat sich als schwierig herausgestellt , da 
nach dem Enthaarungsschritt die Enzyme in einem n Meer" von 
Sulfhydrylgruppen "begraben" sind, die zu den freigesetzten 
Haarproteinen und den Enzym/ Subs t rat aktivierenden Mitteln 
gehoren. Bekannte Sulf hydryl-Blockierungsmittel sind beim 
Deaktivieren der Enzyme wirkungslos, da die bekannten Sulf- 
hydryl-Blockierungsmittel dazu neigen, sich an die zersetz- 
ten Haarproteine und DTT oder DTE und nicht unbedingt an 
die Enzymsulfhydrylstellen, die entscheidend fur das Blok- 
kieren der Aktivitat der Enzyme sind, zu binden. Es ist da- 
her nicht moglich, die auf Proteinen basierenden analyti- 
schen Verfahren wirksam zu verwenden, wenn die Enzymsulfhy- 
drylstellen noch aktiv sind. 

Es wurde daher uberraschenderweise f estgestellt , daS DTT 
und DTE nicht nur zum Aktivieren von Enzymen und/oder der 
Substrate mit keratinisierten Strukturen wirken, wobei eine 
unerwartet hohe Haarabbauaktivitat bewirkt wird, sondern 
da£ sie auch spontan wirken, urn die Enzyme durch einen di- 
rekten oder indirekten (Selbst-Deaktivierung von Enzymen) 
Mechanismus zu deaktivieren, nachdem das Enzym die voll- 
standige oder beinahe vollstandige Auflosung des Haarprote- 
ins bewirkt hat. Typischerweise tritt die Enzym-Deaktivie- 
rungswirkung von DTT oder DTE innerhalb etwa vier bis funf 
Stunden, nachdem es dem Enzym ausgesetzt wurde, auf, was 
eine ausreichende Zeitspanne fur das Enzym darstellt, die 
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Auflosung der Haarprobe zu bewirken. Nachdem das Enzym 
deaktiviert wurde, wurde festgestellt, daS das Enzym nicht 
reaktiviert oder regeneriert werden kann, wenn es frischem 
DTT oder DTE ausgesetzt wird. 

Eine Deaktivierung von zumindest bestimmten der Sulfhydryl- 
unabhangigen Proteinasen, z. B . Proteinase K, durch sein 
Inhibierungsmittel, Phenylmethylsulfonylchlorid, ist allge- 
mein nicht erf orderlich, da festgestellt wurde , daS das En- 
zym nicht gegen die in auf Proteinen basierenden Immunas- 
sayverfahren verwendeten Antikdrper aktiv ist. 

Es wurde weiter festgestellt, da£ in der Haarabbaulosung 
vorhandenes DTT und DTE eine Gefahr fur die Struktur und 
die Aktivitat anderer Proteine bildet, denen es ausgesetzt 
wird, z. B. in Radioimmunassay verwendeten Antikorpern. Ein 
weiteres uberraschendes Ergebnis war daher, da£ DTT oder 
DTE in der Reaktionsmischung nicht spontan zur Deaktivie- 
rung des Enzyms wirken wird, sondern in der Abbaulosung 
selbst spontan deaktiviert wird. Typischerweise wird die 
spontane Deaktivierung von DTT oder DTE etwa 14 Stunden 
nach seinem ersten Kontakt mit dem Enzym auftreten, abhan- 
gig von den verschiedenen Konzentrationen und Mengen des 
verwendeten Enzyms und des verwendeten DTT oder DTE, dem 
pH-Wert, der Temperatur, der Menge der Haarprobe etc. 

Daher kann in Ubereinstimmung mit dem erf indungsgemaSen 
Verfahren ein vollstandiger Haarabbau in einer verhaltnis- 
mafiig kurzen Zeitspanne, z. B. uber Nacht, durchgefiihrt 
werden und die Haarabbaulosung, die den betreffenden Analy- 
ten einschliefet , kann direkt wirkungsvoll und akkurat am 
nachsten Morgen durch auf Proteinen basierende Ligandenas- 
say-Analyseverf ahren analysiert werden. 

Typischerweise sollte das gesamte Verfahren, vom Waschen 
der Haarproben bis zur Identif izierung des Analyten, nicht 
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langer als 16-20 Stunden dauern. Nachdem das Enzym und DTT 
oder DTE mit der Haarprobe in Kontakt gekommen sind, ist 
nur geringfugige oder keine Intervention durch die das Ver- 
fahren durchfuhrende Person zum Freisetzen des Analyten aus 
der Haarprobe erf orderlich. 

Alternativ wurde entdeckt, daS die Zugabe von Kupfer (II)- 
sulfat zu der an Sulf hydrylgruppen reichen Haarabbaulosung 
zur schnelleren Deaktivierung der Sulf hydrylgruppen von DTT 
oder DTE wirkt. So verkiirzt die Zugabe kleiner Mengen des 
Kupfer (II) -sulf ats zu der Haarabbaumischung nach Abbau der 
Haarprobe und der Deaktivierung des Enzyms durch DTT oder 
DTE bedeutend die Zeit, in der die Haarabbaumischung dem 
Analyseverfahren unterzogen werden kann, da es nicht not- 
wendig ist, auf die Selbst -Deaktivierung von DTT oder DTE 
zu war ten, die etwa vierzehn Stunden nach seiner Zugabe zu 
der Losung erf olgt . Typischerweise werden etwa- 100 Mikro- 
liter Kupfer (II) -sulfat (10 rag/ml) zu 1 ml Haarabbaumi- 
schung etwa 4 bis 5 Stunden, nachdem das Enzym und DTT oder 
DTE mit der Haarprobe in Kontakt gebracht wurde, hinzugege- 
ben, um so dem Enzym eine ausreichende Zeit zum Auflosen 
der Haarprobe zuzugestehen. 

In ahnlicher Weise kann Natriumarsenit (NaAs0 2 ) in der Er~ 
findung verwendet werden, um Rest -DTT oder -DTE durch Bil- 
dung einer auszuf allenden Verbindung zu entfernen, Typi- 
scherweise werden 100 Mikroliter einer 100 mg/ml Losung Na- 
triumarsenit zu 1 ml Haarabbaulosung hinzugegeben, um die 
Deaktivierung von DTT und DTE zu bewirken. 

Nachdem die schnelle und effektive Auflosung von Haar zum 
Freigeben eingeschlossener Analyten wie oben beschrieben 
durchgefuhrt worden ist, kann die Analytmischung an- 
schliefiend direkt durch im Stand der Technik bekannte, auf 
Proteinen basierende analytische Verfahren, wie Radioimmun- 
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assay ( " RIA" ) , analysiert werden. Solche Verfahren sind zur 
Verwendung in der Erfindung bevorzugt, da RIA und verwandte 
Immun- oder Ligandenassays derzeit die einzigen bekannten 
Massenproduktionverfahren sind, die die erf orderliche Emp- 
findlichkeit und Bequemlichkeit zum Messen der niedrigen 
Konzentrationen von in Haarproben enthaltenen Analyten auf- 
weisen. Die Verwendung dieser Verfahren ist bevorzugt, da 
nur etwa 0,5 bis 1,0 mg Haar fur die Analyse durch RIA und 
andere, auf Proteinen basierende analytische Verfahren 
benotigt wird. Es wurde fur bestimmte gesetzwidrige Drogen 
tatsachlich festgestellt, daS Analyse durch das erfindungs- 
gema£e Verfahren wirksam auf der Grundlage von so wenig wie 
ein oder zwei Haaren mit einer Lange von etwa einem Zoll 
durchgeftihrt werden kann. 

Es wurde festgestellt, da£ das erf indungsgemaEe Verfahren 
wirksam beim Detektieren des Gebrauchs und fruheren Ge- 
brauchs gesetzwidriger Drogen wie Kokain, Morphium/Heroin, 
Marijuana, Phenylcyclidin oder "PCP" und Methaqualon ist. 
Daruberhinaus wurde festgestellt, da£ das erf indungsgema£e 
Verfahren wirkungsvoll beim Bestimmen eines fruheren Ge- 
brauchs von Rezeptdrogen wie Digoxin und Amphetaminen und 
giftigen Chemikalien wie Nikotin ist. Es ist beabsichtigt , 
dafi ein jeglicher, im Blutstrom einer Person verhandener 
und auf das Haar iibertragener organischer Analyt wahrend 
seiner Synthese extrahiert und nach mit dern erf indungsge- 
ma£en Verfahren analysiert werden kann. 

Beim Durchfuhren des erf indungsgema£en Verfahrens wird vor- 
zugsweise eine wassrige Losung von etwa 110 mg DTT oder 
DTE/ 10 ml Wasser verwendet, obwohl gezeigt wurde, dafi auch 
DTT- oder DTE-Konzentrationen von etwa 50-200 mg/10 ml im 
Rahmen der Erfindung wirksam sind. Es ist bevorzugt, da£ 
das Gewichtsverhaltnis von DTT oder DTE zu Papain oder Chy- 
mopapain etwa 110:2 betragt (wenn die Enzymreinheit 16-40 
BAEE-Einheiten/mg Protein ist)', obwohl wirksame Ergebnisse 
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bei Gewichtsverhaltsnissen von DTT oder DTE zu Papain oder 
Chymopapain im Bereich zwischen etwa 110:1 bis etwa 110:4 
beobachtet wurden. Hinsichtlich Proteinase K und anderer 
Proteasen ist es bevorzugt, da£ das Gewichtsverhaltsnis von 
DTT oder DTE zu Proteinase K (oder anderen Proteasen) etwa 
1200:1 ist (wenn die Enzymreinheit 10-20 Einheiten pro mg 
Protein ist), obwohl Gewichtsverhaltsnisse von 1200:0,5 bis 
etwa 1200:2 auch wirksam sind. 

Die Konzentration von Haarprotein wird vorzugsweise kon- 
stant bei etwa 10 mg Haar/cm 3 Abbaulosung gehalten, urn un- 
terschiedliche Matrixef fekte in einem anschlieSend verwen- 
deten, auf Proteinen basierenden analytischen Verfahren zu 
verhindern. 

Es ist bevorzugt, da£ der enzymatische Abbau von Haar in 
Ubereinstimmung mit dem erf indungsgemaSen Verfahren bei 
niedrigen Temperaturen und nahe einem neutralen pH-Wert 
durchgefuhrt wird. Es ist in dieser Hinsicht bevorzugt, das 
Verfahren, wenn Papain oder Chymopapain als das Enzym ver- 
wendet wird, bei einer Temperatur zwischen etwa 20 °C und 
40 °C und bei einem pH-Wert zwischen etwa pH 8,8 und 10,5 
durchzuf iihren . Der pH-Wert betragt vorzugsweise zwischen 
etwa 8,8 und 9,5. In einer am meisten bevorzugten Ausfiih- 
rungsform betragt die Temperatur etwa 37°C und der pH-Wert 
etwa 9,1. 

Wenn Proteinase K oder andere Proteasen als das Enzym ver- 
wendet werden, ist es bevorzugt, das Verfahren zwischen 
etwa 20 und 40 Grad Celcius und bei einem pH-Wert zwischen 
7 und 9 durchzuf iihren. Bei der am meisten bevorzugten Aus- 
fuhrungsform betragt die .Temperatur etwa 37 Grad Celcius 
und der pH-Wert etwa 7,0; unter diesen Bedingungen ist das 
Risiko der Beschadigung eines bestimmten Analyten minimal. 
Andere Enzyme, die Haar unter neutralen Bedingungen auf 16- 
sen, umfassen: Protease Typ XIV (Pronase) , Typ IV, 
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Typ VIII, Typ XXVII (Nagarase) , Typ XXVIII (Newlase) , 
Typ XXVIII, Typ XVI, Typ XXI und Typ XXIII. 

Im Gegensatz zu anderen verfiigbaren Analytdetektionsverf ah- 
ren, wie Urin- und Blutanalysen, ermoglicht das erfindungs- 
gemaSe Verfahren die Detektion der uber einen Zeitraum an- 
dauernden Aufnahme eines Analyten und ist aus diesem Grunde 
sehr vorteilhaft beim Detektieren von chronischem Drogenge- 
brauch. Da bekannt ist, daS Haar mit einer Geschwindigkeit 
von etwa 0,3-0,4 mm/Tag oder etwa 1,0-1,3 cm/Monat wachst, 
ist es moglich, Konsumierung oder Zufuhr solange zurtickzu- 
verfolgen, wie es die Haarlange zulafit, indem Abschnitte 
des Haars verschiedener Langen ausgewertet werden, und die 
Verwendung hoch empf indlicher, auf Proteinen basierender 
analytischer Verfahren ermoglicht eine Analyse kleiner, in 
den kurzen Haarabschnitten enthaltener Analytproben . 

Durch Schnittanalyse schafft das erf indungsgematee Verfahren 
eine verhaltnismaSig permanente Aufzeichnung und permanente 
Beweise eines Musters eines Drogengebrauchs oder der friihe- 
ren Einnahme anderer Substanzen fur Zeitspannen im Bereich 
von mehreren Tagen bis Monaten oder sogar Jahren nach der 
let z ten Verwendung. Die Entwicklung einer solchen Zufuhr 
kann so ausfuhrlich wie gewunscht ausgefiihrt werden, indem 
geeignet kurze Haarabschnitte analysiert werden, die ver- 
schiedene Wachstumszeitraume darstellen. Auf diese Weise 
kann ein fruherer Gebrauch uber eine Zeitspanne und der Um- 
fang eines solchen Gebrauchs bestimmt werden. 

Obwohl die Verwendung von Kopfhaar zur Verwendung in der 
Erfindung aufgrund seiner Lange und Zuganglichkeit bevor- 
zugt ist, ist es moglich, jegliches anderes Korperhaar in 
dem erf indungsgemafien Verfahren zu verwenden. Es ist auf 
diese Weise praktisch nicht moglich, eine Untersuchung nach 
dem erf indungsgemafien Verfahren durch Rasieren des Kopfes 
zu vermeiden. 
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Behandlungen wie Dauerwelle und Farben konnen jedoch die 
Auf losungsgeschwindigkeit von dem erf indungsgemaSen Verfah- 
ren ausgesetztem Haar erhohen. In einigen Fallen kann ein 
Analyt vor der Durchfuhrimg des Verfahrens aufgrund solcher 
Behandlungen verloren gehen. Wenn das Haar der Person so 
verandert wurde, ist eine Erhohung der Abbaugeschwindigkeit 
of f ensichtlich und ein geeigneter Korrekturf aktor kann auf 
der Grundlage bekannter Geschwindigkeiten von normalem 
Haarabbau angewendet werden. 

Bestimmte andere kosmetische Mittel, wie bestimmte Ent- 
spannungsmittel, konnen bewirken, dafi Haar gegen Abbau re- 
sistent wird. Eine solche Resistenz kann durch Erhohen der 
Menge des zu verwendenden Enzyms uberwunden werden. Vor- 
zugsweise wird Proteinase K als das Enzym verwendet, wenn 
man auf eine solche Abbauresistenz trift. 

Wenn die Verwendung von Korperhaar nicht moglich ist oder 
wenn in einigen Fallen die Verwendung von Haar nicht er- 
wunscht ist, kann die Verwendung von keratinisiertem Ge- 
webe, wie beispielsweise Fingernageln, Zehennageln und 
Haut, im Rahmen der Erfindung verwendet werden. In dieser 
Hinsicht ist das wirksame Verhaltnis von DTT oder DTE zu 
dem Enzym, das zum Auflosen von Fingernageln und Zehenna- 
geln zum Freigeben des Analyten benotigt wird, etwa das 
gleiche, wie das ffir die oben erorterte Verwendung mit Haar 
benotigte. Nachdem Fingernagel- oder Zehennagelproben in 
Ubereinstimmung mit dem hier beschriebenen Verfahren aufge- 
lost worden sind, kann der freigesetzte Analyt durch ein 
gewunschtes analytisches Verfahren analysiert werden. 

GemaS einem anderen Aspekt der Erfindung wurde iiberraschen- 
derweise entdeckt, daS im Haar enthaltene Melaninkornchen 
durch die kombinierte Wirkung des Enzyms (vorzugsweise Pa- 
pain) , DTT oder DTE und Ethylendiamin-Tetraessigsaure 
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(EDTA) , das letztere bei einer Konzentration von etwa 5 mg 
EDTA/ml Abbaulosung, aufgelost werden konnen. Da entdeckt 
wurde, daS bestimmte Analyten oder gesetzwidrige Drogen, 
wie beispielsweise PCP, sich in diesen Kornchen sammeln, 
kann eine Auflosung der Kornchen, die in der Abbaulosung 
von Haar vorhanden sind, durchgefiihrt werden und der in dem 
Kornchen enthaltene Analyt kann identif iziert werden. 

Gema£ diesem Aspekt der Erf indung wird eine Haarabbaulosung 
wie oben beschrieben gewonnen, und die Melaninkornchen wer- 
den aus der Haarabbaulosung, z.B. durch Zentrif ugierung, 
entnommen. Die Melaninkornchen werden dann mit EDTA, dem 
Enzym und DTT oder DTE in Kontakt gebracht, urn den Analyten 
aus den Melaninkornchnen freizusetzen und der Analyt wird 
durch die oben beschriebenen Verfahren analysiert. 

Die sich aus der Verwendung des erf indungsgemafcen Verfah- 
rens ergebenden Vorteile sind zahlreich. Das Verfahren 
schafft eine prompte und exakte Diagnose daruber, ob eine 
Person friiher einem bestimmten Analyten ausgesetzt war. Das 
Verfahren zum Analysieren des Haars der Person und kerati- 
nisierter Strukturen kann eine Aufzeichnung von Konsumie- 
rung oder Nicht-Konsumierung uber sehr lange Zeitraume 
schaffen. MutmaSungen hinsichtlich der wahren Bedeutung ei- 
ner Blut- oder Urinanalyse werden nicht mehr benotigt wer- 
den. Die Sammlung von Haar ist weniger zudringlich und we- 
niger korperlich abstoEend als die Sammlung von Blut- oder 
Urin und Proben konnen weder verandert oder ausgetauscht 
werden, noch kann man sich der Detektion durch kurzzeitige 
Enthaltung oder "Spulen" (ubermafiige Einnahme von Flussig- 
keit) vor einer angesetzten Untersuchung, wie z.B. Arbeits- 
einstellungstest oder jahrliche Gesundheitsuntersuchung, 
ent Ziehen. Proben konnen unbegrenzt ohne Einfrierung gela- 
gert werden. 
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Die folgenden Beispiele veranschaulichen bestimmte Aspekte 
der Erfindung, begrenzen jedoch nicht die Erfindung, wie 
sie in der Beschreibung und den Patentanspruchen def iniert 
ist . 

Beispiel 1 

Extraktion von Kokain aus Haarprobe 

10 mg Haar wurden von einer Person entnommen, bei der der 
Verdacht bestand, daft sie kokainabhangig ist, und wurden 
durch Schutteln in Wasser bei 37°C 30 Minuten lang gewa- 
schen. Zu 10 ml destilliertem Wasser wurden 110 mg Di- 
thiothreitol ( 2 , 3 -Dihydroxybutan- 1 , 4 -Dithiol , Cleland 1 s 
Reagenz, erhalten von Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 
hinzugegeben . Der pH-Wert der Losung wurde mit 15%-tigem 
Kaliumhydroxid, das tropfenweise unter Riihren der DTT - Lo- 
sung hinzugegeben wurde, auf den pH-Wert 9/1 eingestellt. 
Das Riihren wurde fortgesetzt, wahrend 80 Mikroliter einer 
Papainlosung vom Typ III (Papainase EC 3.4.22.2) (erhalten 
von Sigma Chemical Co., 16-40 BAEE-Einheiten-Aktivitat pro 
mg Protein) hinzugegeben wurden. Die Enzymlosung hatte eine 
Konzentration von 30 mg Protein/ml Wasser, wobei 1 mg En- 
zymprotein eine Aktivitat von 16-40 BAEE-Einheiten aufweist 
(eine BAEE-Einheit wird 1,0 Mikromol Natriumbenzoyl-L-Argi- 
ninethylester bei einem pH-Wert von 6,2 bei 25°C hydroly- 
sieren) . 

Zu 1 ml dieser Losung wurden 10 mg Haarprobe in einem 13 x 
75 mm Polykarbonat -Reagenzglas hinzugegeben. Die Losung 
wurde in einem Wasserbad mit 37°C unter Schutteln 2 Stunden 
lang inkubiert und die Losung wurde iiber Nacht bei 3 7°C 
ohne Schutteln stehengelassen. Die die aufgeloste Haarprobe 
enthaltende Losung wurde bei 2,000 U/min (Damon IEC Model 
CRU 5,000 Zentrifuge) zentrifugiert , urn die Melaninkornchen 
zu entfernen. Zu 1 cm 3 der Haarabbaulosung wurden 200 Mi- 
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kroliter eines Phosphatpuf f ers von 1 Mol mit einem pH-Wert 
von 5 ; 5 hinzugegeben. 

100 Mikroliter dieser Losung wurden durch RIA hinsichtlich 
des Vorliegens von Kokain (Benzoylecgonin-Aquivalent, oder 
"BEE" ) untersucht. Durch die RIA- Analyse wurden 83,6 Nano- 
gramm BEE/10 mg Haar entdeckt. 

Beispiel 2 

Zugabe von Dithioerythritol 

Die Haarprobe aus Beispiel 1 wurde unter Verwendung des in 
Beispiel 1 aufgefuhrten Abbau- und Assayverf ahrens mit der 
Ausnahme analysiert, daS Dithiothreitol (DTT) durch Dithio- 
erythritol (DTE) ersetzt wurde. Die Probe wurde durch RIA 
untersucht, wobei 82 Nanogramm Kokain (BEE) pro 10 mg Haar 
entdeckt wurden. 

Beispiel 3 
Zugabe von Kupf er (II) -sulf at 

Nach Abbau der Haarprobe im Wasserbad fur vier Stunden wur- 
den 100 Mikroliter einer Kupf er (II) -sulf atlosung von 10 
mg/ml zu 1 ml der wie in Beispiel 1 ausgefuhrt zubereiteten 
Haarabbaulosung hinzugegeben. Die Losung wurde vor der 
Zugabe des Phosphatpuf f ers und der Untersuchung durch RIA 
bei 37°C 30 Minuten lang geschiittelt . Einhundert Mikroliter 
der Haarabbaulosung wurden durch RIA analysiert, wobei 85,0 
Nanogramm Kokain (BEE) / 10 mg Haar entdeckt wurden. 
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Beispiel 4 



Zugabe von Natriumarsenit 

Nach Abbau der Haarproben im Wasserbad fur vier Stunden, 
wurden 100 Mikroliter einer Natriumarsenit losung von 100 
mg/ral zu 1,0 ml der wie in Beispiel 1 ausgefiihrt zubereite- 
ten Haarabbaulosung hinzugegen. Die Losung wurde bei 37°C 
30 Minuten lang geschuttelt. 200 Mikroliter von 1M Phophat- 
puffer mit einem pH-Wert von 6,5 wurde vor der Untersuchung 
durch RIA hinzugegeben • Einhundert Mikroliter der 
Haarabbaulosung wurden durch RIA analysiert, wobei 82 Nano- 
gramm Kokain (BEE) pro 10 mg Haar entdeckt wurden. 

Beispiel 5 

Substrataktivierung durch Dithiothreitol (DTT) 

10 mg Haar wurde 11 mg DTT bei einem pH-Wert von 9,1 fur 
eine Zeitspanne von 20 Stunden ausgesetzt. Die DTT -Losung 
wurde entfernt und, wie in Beispiel 1, durch DTT und Papain 
ersetzt. Die Haarprobe loste sich innerhalb von 10 Minuten 
auf , verglichen mit einer Stunde fur eine nicht mit DTT 
vorbehandelte und wie in Beispiel 1 abgebaute Kontroll- 
probe, wodurch gezeigt wurde, daS DTT nicht nur das sulfhy- 
drylabhangige Enzym, Papain, sondern auch das Enzymsub- 
strat, Haar, aktiviert hat. 

Beispiel 6 

Abbau und Analyse von Haar unter Verwendung von 
Proteinase-K 

10 mg Haar wurden von einer Person entnommen, bei der der 
Verdacht bestand, dafi sie kokainabhangig ist, und durch 
Schutteln in Wasser bei 37 Grad Celsius 60 Minuten lang ge- 
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waschen. Zu 10 ml 0 , 05 M Tris-Puffer, pH-Wert 7,0, wurden 
60 mg Dithiothreitol (DTT) und 20 mg Natriumdodecylsulf at 
(Laurylsylfat) hinzugegeben. Der pH-Wert der Losung wurde 
liberpriift, um sicherzustellen, daS die Losung bei einem pH- 
Wert von 7,0 gepuffert wurde. Zu dieser Losung wurden 
0,5 mg Proteinase K (Protease Typ XI, von Tritirachium al- 
bum, erhalten von Sigma Chemical Co.; 1 mg Enzymprotein hat 
eine Aktivitat von 10-20 Einheiten/ eine Einheit kann pro 
Minute Casein hydrolysieren, um Farbe zu erzeugen, die 
aquivalent 1,0 /imol (181 /zg) Tyrosin ist, und zwar bei 
einem pH-Wert von 7,5 bei 37 Grad Celsius (Farbung durch 
Folin-Ciocalteu-Reagenz) ) . 

Zu 1 ml dieser Losung wurden 10 mg Haarprobe in ein 
13 x 75 mm Polykarbonat-Reagenzglas gegeben. Die Losung 
wurde in einem Wasserbad mit 37°C unter Schutteln 1 Stunde 
lang inkubiert und uber Nacht bei 37°C ohne Schutteln ste- 
hengelassen. Die die aufgeloste Haarprobe enthaltende Lo- 
sung wurde zum Entf ernen der Melaninkdrnchen bei 2,000 
U/min zentrif ugiert . Zu 1 cm 3 der Haarabbaulosung wurden 
100 Mikroliter Kupf er (II) -sulfat-Pentahydrat (10 mg/ml) 
hinzugegeben und diese Losung wurde bei 3 7°C 3 0 Minuten 
lang geschuttelt. AnschlieSend wurden 200 /j1 eines 1M Phos- 
phatpuffers mit einem pH-Wert von 7,0 hinzugegeben. 

100 Mikroliter dieser Losung wurden durch RIA hinsichtlich 
des Vorliegens von Kokain (Benzoylecgonin-Aquivalente, oder 
BEE) untersucht. Durch RIA-Analyse wurden 31,2 Nanogramm 
BEE/10 mg Haar entdeckt. 

Beispiel 7 

Rolle von Sulf hydryl-Verbindungen bei der Aktivierung von 
Haar fur Abbau von Proteinase K 
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10 mg Haar wurden in einer Losung inkubiert, die mit der in 
Beispiel 6 beschriebenen identisch war mit der Ausnahme, 
daS DTT weggelassen wurde. Wahrend das Haar 24 Stunden lang 
dem Enzym ausgesetzt war, erfoigte kein Abbau von Haar, was 
die Notwendigkeit der Enzymaktivierung der Haarprobe durch 
den Substrataktivator DTT zeigt. 

Beispiel 8 

Auflosung von Fingernageln 

Eine 10 mg Probe von Fingernagelabschnitten wurde von einer 
Person erhalten und mit einem Reinigungsmittel gewaschen. 
220 mg DTT wurden zu 10 ml Wasser in einem Reagenzglas hin- 
zugegeben und der pH-Wert wurde, wie in Beispiel 1, auf 9,1 
eingestellt. Eine Papain-Suspension, 160 Mikroliter, wurde 
dann hinzugegeben. 1,0 ml dieser L6sung wurden anschlieSend 
in einem Reagenzglas zu 10 mg Fingernagelabschnitten hin- 
zugegeben und bei 37 °C fiir eine Zeitspanne von 24 Stunden 
geschuttelt, bis die Auslosung erfoigte. Die Abbaulosung 
wurde dann, wie vorher beschreiben, durch RIA analysiert. 

Beispiel 9 

Durchfuhrung von Abschnittsanalyse 

Eine Haarprobe mit einer Lange von etwa 6 cm wurde von ei- 
ner Person erhalten, bei der der Verdacht bestand, daS sie 
heroinabhangig ist. Die Proben wurden vorsichtig in drei 
Abschnitte von 2 cm geschnitten, wobei tibereinstimmende Ab- 
schnitte in drei getrennte Reagenzglaser gegeben und gewa- 
schen wurden. Die Haarproben wurden dem in Beispiel 1 be- 
schriebenen Verfahren mit der Ausnahme ausgesetzt, daS Chy- 
mopapain (EC 3.4.22.6) an Stelle von Papain als das Enzym 
verwendet wurde. Die Proben wurden iiber Nacht, wie vorher 
beschrieben, geruhrt . 
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Durch RIA-Analyse wurde ein Morphiumgehalt in den drei Ab- 
schnitten von 13,5, 5,7 und 0 Nanogramm/10 mg Haar ent- 
deckt . 

Beispiel 10 

Auflosung von abbauresistentem Haar 

Zehn Milligramm Haar, das mit einem Entspannungsmittel be- 
handelt wurde, wurde liber Nacht in der in Beispiel 6 be- 
2 schriebenen Abbaulosung inkubiert. Die Haarprobe loste sich 

in der gewohnlichen Zeitspanne von 20 Stunden nicht auf. 
Eine groSere und zusatzliche Menge Proteinase K, d.h. 1 mg, 
wurde anschlieSend zu der teilweise abgebauten Probe hin- 
zugegeben. Die Probe loste sich dann innerhalb der nachsten 
24 Stunden auf. Die Abbaulosung wurde zentrifugiert und 100 
ul CuS0 4 -L6sung (10 mg/ml) wurden zu 1 ml des Fliissigkeits- 
uberstand hinzugegeben, welcher dann bei 37 Grad Celcius 30 
Minuten lang geschuttelt wurde. 200 /zl von 1M Phosphatpuf- 
fer mit einem pH-Wert von 7 wurden hinzugegeben . Aufgrund 
der grofcen Menge Proteinase K in der result ierenden Abbau- 
losung, wurde vor der Untersuchung durch RIA 20 fil des Pro- 
teinaseinhibitors Phenylmethylsulfonylchlorid in Ethanol zu 
der Abbaulosung hinzugegeben. 

Durch RIA-Analyse wurden 7,4 ng Kokain (BEE)/10 mg Haar 
entdeckt . 

Obwohl derzeit als bevorzugt angesehene Ausfuhrungsformen 
der Erfindung beschrieben wurden, wird es fur Fachleute 
offensichtlich sein, da£ zahlreiche Abanderungen hinsicht- 
lich der in den Ausfuhrungsbeispielen aufgefiihrten Inhalts- 
stoffe, Bedingungen und Verhaltnisse vorgenommen werden 
konnen, ohne von dem Umfang der Erfindung, wie in den an- 
liegenden Patentanspriichen definiert, abzuweichen. 
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Anspruche 

1. Verfahren zum Detektieren und Identif izieren eines 
Analyten, der auf dem Weg der Nahrungsauf nahme in den Blut- 
strom einer Person eingetreten ist und sich in einer kera- 
tinierten Struktur der Person eingelagert hat, mit den 
2 Schritten: 

(a) Herstellen einer Mischung aus einem fur das Auflosen 
von Keratin geeigneten Proteaseenzym, einer Probe der 
keratinierten Struktur und einem aus Dithiothreitol und 
Dithioerythritol ausgewahlten Mittel; 

(b) Einwirkenlassen des Enzyms auf die Probe der kera- 
tinierten Struktur, urn diese unter Bildung einer Keratinab- 
baulosung abzubauen; 

(c) Verstreichenlassen einer ausreichenden Zeit fur die 
Deaktivierung des Enzyms, falls erforderlich, und fur die 
Deaktivierung des Mittels derart, dafi das Enzym und das 
Mittel die Genauigkeit eines an der Abbaulosung durchge- 
fuhrten Immunreaktionsverf ahrens nicht beeintrachtigt , wo- 
bei die ausreichende Zeitspanne weniger als etwa 16 bis 20 
Stunden betragt; und 

(d) Analysieren eines Teils der Keratinabbaulosung durch 
ein Immunreaktionsverfahren zur Feststellung der Identitat 
und Menge des Analyten, falls vorhanden, in der Probe der 
keratinierten Struktur. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Deaktivierung 
des Mittels bewirkt wird durch Zugabe eines zweiten, aus 
Kupfer und Arsenat ausgewahlten Mittels zu der Losung, 
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nachdem die keratinierte Struktur abgebaut wurde und bevor 
die Keratinabbaulosung der Analyse unterzogen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Ana- 
lyse durch Radioimmunassay durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
bei dem das Enzym aus Papain, Chymopapain und Proteinase K 
ausgewahlt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, 
bei dem das Immunreaktionsverf ahren akkurat durchgeftihrt 
werden kann innerhalb von etwa 4 bis 5 Stunden, nachdem die 
Keratinabbaul6sung hergestellt wurde. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
bei dem das Keratin Haar ist. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
bei dem der pH-Wert der Abbaulosung zwischen 7 und 9 liegt. 

8. Verfahren zum Detektieren und Identif izieren eines 
Analyten, der auf dem Weg der Nahrungsaufnahme in den Blut- 
strom einer Person eingetreten ist und sich im Haar der 
Person eingelagert hat, mit den Schritten: 

(a) Herstellen einer Mischung aus einem fiir die Auflo- 
sung von Haar geeigneten Proteaseenzym, einer Haarprobe und 
einem aus der Gruppe von Dithiothreitol und Dithioerythri- 
tol ausgewahlten Mittel; 

(b) Einwirkenlassen des Enzyms auf die Probe der kera- 
tinierten Struktur, urn diese zur Bildung einer Haarabbau- 
losung abzubauen; 

<c) Hinzugabe von Kupfer zu der Haarabbaulosung zum 
Deaktivieren des Mittels, nachdem die Haarprobe abgebaut 
wurde ; 
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(d) Analysieren eines Teils der Haarabbaulosung durch 

ein Immunreaktionsverf ahren zur Bestimmung der Identitat 
und Menge des Analyten, falls vorhanden, in dem Haar. 

9. Verwendung eines Verfahrens nach einem der vorange- 

henden Ansprtiche zur Messung der Intensitat und/oder Dauer 
der Aufnahme einer gesetzwidrigen Droge, eines Medikamentes 
oder einer toxischen Chemikalie durch eine Person. 



